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DOLOČITEV FOSFATOV V ŠTIRIH VZORCIH ŽIVIL Z MOLEKULSKO 
ABSORPCIJSKO SPEKTROFOTOMETRIJO 
Povzetek: Fosfati so minerali, ki v človeškem telesu opravljajo številne pomembne 
naloge. Skrbijo za zaščito in delovanje celične membrane, ohranjajo zdrave zobe in 
kosti ter skrbijo za sproščanje energije pri presnovi.  
Fosfati so soli fosforne (V) kisline, ki jih dodajajo kot aditive v predelana živila. Z 
aditivi ohranjajo barvo in videz živil ter jim podaljšajo rok trajanja. Najdemo jih lahko v 
kavnih pripravkih, zelenjavi (koruzi, zeleni papriki, žitih), sadju (marelicah, zelenih 
orehih…), živilih, ki so bogata z beljakovinami (mleku in mlečnih izdelkih), osvežilnih 
pijačah, mesnih in pekovskih izdelkih. Za določanje fosfatov je poznanih veliko 
različnih metod npr. gravimetrična, titrimetrična, spektrofotometrična, nefelometrična 
metoda in instrumentalne metode (npr. atomska emisijska spektrometrija, tekočinska 
kromatografija…). V diplomskem delu je bilo določanje vsebnosti fosfatov v različnih 
vzorcih izvedeno s spektrofotometrično metodo. Metoda temelji na reakciji 
anorganskega fosfata z amonijevim molibdatom [Mo(VI)], pri čemer nastane amonijev 
fosfomolibdat. Tega reduciramo s šibkim reducentom do molibden modrega in v modro 
obarvani raztopini merimo absorbanco s pomočjo UV/VIS spektrofotometra pri valovni 
dolžini 690 nm.  
Poleg določanja vsebnosti fosfatov v vzorcih mleka, jabolčnih sokovih, pecilnih praških 
in moki je namen diplomskega dela tudi primerjati dobljene rezultate ter preveriti 
ponovljivost izbrane metode.  
 
   
 
Ključne besede: MAS, spektrofotometrija, UV/VIS spektrofotometer, fosfati, aditivi  
 
 
 
 
 
 
DETERMINATION OF PHOSPHATES IN FOUR FOOD SAMPLES BY 
MOLECULAR ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY 
Abstract: Phosphates are minerals that play important role in the human body. Their 
function is to protect the cell membrane and stimulate its function, and maintain healthy 
teeth and bones. They are also responsible for energy release in metabolism. 
Phosphates are phosphoric (V) acid salts used as additives in processed foods. Additives 
preserve the colour and appearance of foods and extend their shelf life. They can be 
found in coffee preparations, vegetables (maize, green peppers, cereals), fruit (apricots, 
green walnuts), protein rich foods (milk and dairy products), refreshing drinks, meat and 
bakery products. There are many different methods for determining phosphates, such as 
gravimetric, titrimetric, spectrophotometric, nephelometric method and instrumental 
methods (e.g. atomic emission spectrometry, liquid chromatography etc.). For the 
purposes of this diploma work, the spectrophotometric method was used for the 
determination of the phosphate content in various samples. The spectrophotometric 
method is based on the reaction of inorganic phosphate with ammonium molybdate  
[Mo (VI)], whereby ammonium phosphomolybdate is formed. The latter is reduced with 
a weak reducing agent to a molybdenum blue. The blue-coloured solution is then used 
to measure the absorbance using a UV VIS spectrophotometer at a wavelength of      
690 nm. 
In addition to determining the phosphate content in samples of milk, apple juice, baking 
powder and flour, the objective of the diploma work is to compare the obtained results 
and to verify the repeatability of the chosen method. 
 
 
 
Key words: MAS (Molecular Absorption Spectroscopy), spectrophotometry, UV VIS 
spectrophotometer, phosphates, additives 
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1 Uvod 
Na površju zemlje lahko najdemo številne kemijske elemente, ki se lahko nahajajo 
samorodno ali so povezani v kompleksne spojine. 
Fosfor je kemijski element, ki zaseda enajsto mesto najobsežnejših elementov na 
površju zemlje. V naravi se ne nahaja v elementarnem stanju, saj je na zraku zelo 
reaktiven. Najpogosteje ga najdemo v obliki mineralov, kot so apatit, fosfin, vivanit ali 
v živih organizmih v obliki fosfatov. V rastlinah poleg dušika, kalija in drugih 
elementov (npr. magnezija, kalcija…) sodeluje pri rasti rastlin in sicer tako, da pospeši 
fotosintezo ter pomaga rastlini izrabiti energijo. Prav tako je pomemben tudi za človeški 
organizem, saj omogoča mineralizacijo kosti in zob, sodeluje pri metabolizmu ipd. [1,2] 
Fosfor predstavlja pomemben element v industriji, poljedelstvu in živinoreji. V živilski 
industriji ga predvsem izkoriščajo v obliki fosfatov, ki jih dodajajo kot aditive v 
predelana živila (npr. kavne pripravke, osvežilne pijače, mlečne, mesne in pekovske 
izdelke…). Vloga fosfatov v živilih izhaja predvsem iz tržnega vidika in potrošniških 
strategij. Z dodatki aditivov v živila, le tem podaljšajo rok trajanja, ohranjajo in 
izboljšajo barvo ter videz živil. S tem pritegnejo pozornost potrošnikov in jih prepričajo 
v nakup. [2] 
Ker številna živila vsebujejo dodane fosfate, le ti negativno vplivajo na zdravje ljudi. 
Prevelika količina fosfatov zmanjša absorpcijo kalcija v kosti ter ovira aktivacijo 
vitamina D, kar posledično vpliva na zdravje kosti. Privede lahko tudi do povišanega 
krvnega tlaka in srčno-žilnih bolezni. [2] 
Fosfati v telesu imajo poleg nezaželjenih tudi pozitivne učinke. Skrbijo za zaščito in 
delovanje celične membrane, ohranjajo zdrave zobe in kosti ter skrbijo za sproščanje 
energije pri presnovi. [2] Vendar je potrebno količino dodanih fosfatov v živilih 
kontrolirati ter s tem preprečiti/zmanjšati negativne vplive. Za varnost aditivov v živilih, 
kateri se smejo uporabljati v Evropski uniji in v kakšnih količinah, skrbita Znanstven 
odbor za hrano (SCF-Scientific Committee on Food) in Evropska agencija za varnost 
hrane (EFSA-European Food Safety Authority). [3] 
 
 
3 
 
2 Namen dela 
Namen diplomskega dela je bil določiti vsebnost fosfatov v vzorcih mleka, jabolčnih 
sokovih, pecilnih praških in moki. Fosfate sem določala spektrofotometrično z uporabo 
UV/VIS spektrofotometra. Izbrala sem si metodo umeritvene premice. Metodo sem 
optimizirala, določila območje linearnega odziva ter preverila kakšna je ponovljivost. 
Za vsak posamezen vzorec sem preverila tudi kakšna je dnevna in meddnevna 
ponovljivost meritev z izbrano metodo.    
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3 Teoretični del 
3.1 Fosfor 
Fosfor je leta 1669 odkril nemški alkimist, trgovec in farmacevt Henning Brand. 
Njegova prvotna ideja je bila, da lahko iz človeškega urina (sečnine) pridobi zlato. Da bi 
preveril svojo začetno hipotezo, je zbral okoli 5.500 litrov človeškega urina, katerega  je 
prekuhal ter počakal, da je tekočina izparela. Rezultat njegovega poskusa je bila bela 
vosku podobna snov, ki se je svetila v temi. Ta snov je bila fosfor. [4] 
Za fosfor so najbolj znane štiri alotropne oblike in sicer beli, rdeči, vijoličen in črni 
fosfor. Najpogostejši sta beli in rdeči, ki imata tetraedrično povezane štiri atome 
fosforja. Beli fosfor je po videzu bela voskasta snov neprijetnega vonja, ki je v vodi 
netopen. Na zraku je zelo reaktiven, saj se ob prisotnosti kisika spontano vžge in zgori v 
fosforjev pentaoksid. V primeru, da beli fosfor izpostavimo toploti ali svetlobi, se ta 
pretvori v rdeči fosfor. Rdeči fosfor je stabilnejši od belega, saj ta zagori šele ob večjih 
mehanskih obremenitvah ali segrevanju. Ena izmed alotropnih oblik je tudi črni fosfor. 
Po strukturi je podoben grafitu, saj se atomi fosforja povezujejo v heksagonalno obliko 
in posledično prevaja električni tok zaradi prostega elektrona, ki se nahaja med plastmi 
kristalne strukture. [1] 
Fosfor uporabljajo za izdelavo gnojil, pesticidov, zobnih past, eksplozivov, vžigalic, 
pirotehničnih izdelkov, čistil, jekla, fosforjevega brona ipd. [1] 
Alotropno obliko fosforja in sicer beli fosfor uporabljajo predvsem v vojaške namene za 
izdelavo zažigalnih bomb, generatorje dima, dimne bombe in sledilne naboje. [1] 
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3.2 Fosfati 
Fosfati so soli fosforne (V) kisline, ki jo pridobivajo s pomočjo alkalnih kovinskih 
ionov, kot so kalij, natrij in kalcij. Fosfatni ion je poliatomski ion z empirično formulo 
PO4
3-. Njegova molekulska masa pa je 94,97 g/mol. Sestavljen je iz enega osrednjega 
fosforjevega atoma okoli katerega so tetraedrično razporejeni štirje kisikovi atomi, kar 
prikazuje slika 1. [5,6] 
 
Slika 1: Tetraedrična oblika fosfatnega iona 
3.2.1 Delitev fosfatov 
V skupino fosfatov spada fosforjeva kislina, njene anorganske soli (natrijev, kalcijev, 
magnezijev ali amonijev fosfat) ter kondenzirane oblike fosfatov (di-, tri- in polifosfati). 
[3] 
Kondenzirane oblike fosfatov delimo na: [5] 
 polifosfate- med seboj je povezanih več enot fosfatov PnO(3n+1)(n+2)- 
 dipolifosfate/ pirofosfate- med seboj sta povezani dve enoti fosfatov P2O74- 
 tripolifosfate- med seboj so povezane tri enote fosfatov P3O105- 
 ortofosfate- vsebujejo eno enoto fosfata PO43- 
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3.2.2 Vloga fosfatov v telesu 
Fosfor je pomemben element v človeškem telesu, ki ga lahko telo izkorišča samo v 
obliki fosfatov. Okoli 85 % fosfatov se nahaja v kosteh in zobeh. Njihova glavna vloga 
je mineralizacija kosti in zob. Fosfati so v človeškem telesu sestavni del nekaterih 
proteinov, celičnih sten ter so nepogrešljivi del postopka za pridobivanje energije    
(npr. ATP, ADP in fosfokreatina). [2,7] 
V telesu je fosfor pomemben: [2,8] 
 za zaščito celične ovojnice, ker fosfor z vezavo na soli tvori spojine, ki ščitijo 
celico pred tujimi proteini. Tako zaščitena celica je dovolj močna, da lahko 
nemoteno opravlja naloge v telesu, kljub večjim količinam kislin, ki delujejo 
nanjo. 
 sodeluje pri metabolizmu nukleinskih kislin, 
 sodeluje pri shranjevanju energije, 
 uravnava kislinsko bazno ravnotežje. 
Prevelika količina fosfatov lahko v telesu povzroči številne zdravstvene zaplete. Zavira 
lahko absorpcijo nekaterih mineralov npr. kalcija v kosti ali v primeru povišane 
koncentracije fosfatov v krvi povzroči hiperfosfatemijo, pri kateri gre za zmanjšano 
izločanje fosfatov preko ledvic, posledica pa je lahko odpoved le teh. [9] Polifosfati so 
zelo toksični in negativno vplivajo na osmotski tlak telesnih tekočin. [5] 
Pomanjkanje fosfatov v telesu je redek pojav, saj so le ti sposobni medsebojnega 
delovanja z mnogimi sestavinami prehranskih sistemov, zato so zelo pomembni pri 
predelavi hrane. [5] Najdemo jih v zelenjavi (koruzi, zeleni papriki, žitih), sadju 
(nešpljah, kutini, marelicah, tepkah, zelenih orehih), živilih, ki so bogata z 
beljakovinami (mleku in mlečnih izdelkih), mesnih izdelkih, ribah ipd. V živilih 
najdemo naravni fosfor, ki je organsko vezan na različne komponente, zato ga lahko 
telo izkoristi le med 55-80 %, ali fosfate dodajo v živila v postopkih predelave kot 
aditive. V Sloveniji pogosto uporabljajo fosfate kot aditive v živilih. [2] 
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Aditivi so mešanice snovi, ki so dodane živilom med postopki predelave, obdelave, 
proizvodnje, transporta ali shranjevanja. Glavni namen dodajanja fosfatov kot aditivov 
v proizvodnji živil sledi iz številnih tehnoloških razlogov, predvsem za zagotavljanje in 
izboljševanje varnosti in kakovosti živil. Z dodatki aditivov omogočajo živilom daljšo 
obstojnost, ohranjajo kakovost, izboljšajo okus in vonj ter ohranjajo lepši videz samega 
izdelka. V mesne izdelke dodajajo polifosfate z namenom dviga pH, medtem ko v 
brezalkoholne pijače dodajajo fosforjevo kislino, ki uravnava kislost tekočine. [2,7]  
Aditive razvrščamo v funkcijske razrede glede na namen načina uporabe. Glavni 
funkcijski razredi aditivov so: barvila (ohranjajo/obarvajo živilo), sladila, konzervansi 
(podaljšajo rok trajanja živil, tako da jih zaščitijo pred mikroorganizmi), antioksidanti 
(podaljšujejo rok trajanja živil, tako da jih zaščitijo pred oksidacijo npr. žarkost 
maščobe, sprememba barve), stabilizatorji in ojačevalci arome. Delimo jih še na 
modificiran škrob, emulgatorje in emulgirane soli, veziva, utrjevalci, kisline in sredstva 
za uravnavanje kislosti, želirna sredstva, sredstva za vzhajanje, sredstva za ohranjanje 
vlage, sredstva proti sprijemanju, sredstva za povečanje prostornine, sredstva za 
obdelavo moke, sredstva za vzhajanje (karbonati), gostila in potisni plini (argon, helij, 
dušik, kisik, CO2). [2] 
Največja dovoljena količina in vrsta dodanih aditivov v živilih je zakonsko urejena in 
nadzorovana. V Evropski Uniji lahko proizvajalci živil uporabljajo samo točno 
določene aditive, ki ne vplivajo na zdravje ljudi. Evropska gospodarska skupnost je v 
osemdesetih letih prejšnjega stoletja razvila poseben sistem označevanja aditivov. 
Oznaka aditiva je sestavljena iz identifikacijskega števila E, sledi pa mu številka. [2]  
Dovoljeni fosfati kot aditivi v živilih so: fosforjeva kislina (E338) in njeni fosfati. To so 
natrijevi (E339), kalijevi (E340), kalcijevi (E341) in magnezijevi fosfati (E343), ter 
difosfati (E450), trifosfati (E451) in polifosfati (E452). [2] 
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3.2.3 Vloga fosfatov v naravi in industriji 
Fosfati igrajo pomembno vlogo v rastlinah, saj le ti omogočajo njihovo rast poleg 
ostalih mineralov.  
V industriji fosfate uporabljajo za izdelavo določenih stekel, porcelana, gnojil, 
pesticidov, čistil (sredstva za mehčanje vode in preprečevanje korozije vodovodnih 
naprav) in za pridobivanje mono-kalcijevega fosfata, ki ga uporabljajo v pecilnih 
praških. [1] 
Mononatrijev fosfat (NaH2PO4) je  vodotopen in se uporablja kot sredstvo za 
fosfatiranje jeklenih površin. Uporabljajo ga pri izdelavi šumečih laksativnih tablet in 
kot sredstvo za vzhajanje v pecilnih praških, zaradi njegovih kislih lastnosti. Kristali 
monokalijevega fosfata (KH2PO4) imajo piezoelektričen učinek, zato jih uporabljajo v 
podvodnih solarnih sistemih. Natrijev in dikalijev fosfat uporabljajo kot pufersko 
sredstvo za vzdrževanje pH (npr. za stabilizacijo mesa). Natrijev ortofosfat (Na3PO4) je 
zelo alkalen, zato ga predvsem uporabljajo v industrijskih čistilih za trdne površine. 
Njegovo vodno raztopino uporabljajo kot sestavino čistilnih sredstev za odstranjevanje 
barv. [5]                                                                                                                                                
Zaradi odpadnih voda in kmetijstva se fosfati izpirajo v naravo ter nalagajo v jezera, 
morja, reke in močvirja. Kadar je koncentracija fosfatov v vodi previsoka pride do 
evtrofikacije.  
Evtrofikacija je pojav, kadar je količina hranilnih snovi (nitratov, fosfatov) v vodi zelo 
visoka. Hranila omogočajo hitro razmnoževanje alg, te pa hitro prerastejo površino 
gladine in s tem preprečijo prodor svetlobe v globine voda. Ta pojav se imenuje 
cvetenje voda. Zaradi pomanjkanja svetlobe pričnejo alge odmirati, razpadati in pride 
do večje potrebe po kisiku, saj se prične proces bakterijske razgradnje odmrlega 
organskega materiala. Pride do nenadnega padca koncentracije kisika v vodi, kar 
negativno vpliva na ostale žive organizme v vodi (ribe, žuželke…). [10] 
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3.2.4 Metode za določanje fosfatov 
Fosfate lahko določamo v trdnih in tekočih vzorcih. Na splošno fosfate določamo na 
podlagi reakcije med ortofosforno kislino in molibdatnim ionom (MoO4
2- ), pri kateri 
dobimo rumeno obarvano oborino v močno kisli raztopini. Vsak trden vzorec najprej 
posušimo do suhega ter nato segrevamo v 1 M dušikovi kislini, kjer nizka oksidacijska 
stanja oksidirajo v ortofosfatno obliko (PO4
3-). [5] 
Nastalo raztopino lahko uporabimo za določanje skupnega fosfata z naslednjimi 
metodami:  
 gravimetrično metodo- ta metoda vključuje nastanek in tehtanje fosforja kot 
amonijev fosfomolibdat, amonijev magnezijev fosfat ali pirofosfat in kot kinolin 
molibdofosfat. Po dodatku raztopine amonijevega molibdata nastane rumena 
oborina, ki jo filtriramo, sušimo pri 105 °C in stehtamo kot (NH4)3PO4*12           
MoO3*H2O. Pri nadaljnjem segrevanju pri 450 °C dobimo temno zelenkasto moder 
kompleks (P2O5* 24MoO3), ki ga lahko stehtamo. [5] 
Pri drugi metodi se amonijev molibdat nadomesti z reagentom, ki vsebuje natrijev 
molibdat in kinolin, tako da se obori kinolin (C9H7N)3[PO4 12MoO3]. Kot obarjalni 
reagent lahko uporabimo magnezijev reagent (magnezijev klorid in amonijev klorid 
v raztopini amonijaka). Oborino (Mg(NH4)PO4*6H2O) lahko stehtamo ali jo še 
žarimo v žarilni peči pri 1000 °C, ter jo nato stehtamo kot Mg2P2O7. [5] 
 titrimetrično metodo-  pride do obarjanja Mg(NH4)PO4·6H2O, filtracije, izpiranja in 
raztapljanja oborine v presežku raztopine HCl. Nato dodamo presežek standardne 
raztopine EDTA (etilen diamin tetraocetna kislina) in pH raztopine nastavimo na 10. 
Presežek EDTA pri pH 10 titriramo s standardno raztopino magnezijevega klorida 
ali magnezijevega sulfata ob uporabi indikatorja eriokrom črno T. Oborino 
amonijevega molibdofosfata lahko alternativno titriramo s standardno raztopino 
natrijevega hidroksida z uporabo indikatorja fenolftaleina. [5] 
 izotahoforetično določitev (CITP)- količina dodanega fosfata je izražena kot razlika 
med količino celotnega fosfata in fosfatom vezanim na proteine. CITP je 
alternativna, hitra in preprosta metoda, ki omogoča določanje polifosfatov, katere 
dodajajo v mesne izdelke. [7] 
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 spektrofotometrično metodo- uporabimo lahko več metod, kot sta metoda z 
molibden modrim in metoda z amonijevim vanadatom ter 1-amino-2-naftol-4-
sulfonsko kislino. Raztopina, ki vsebuje ortofosfat in molibdatne ione, kondenzira v 
kisli raztopini, da nastane fosfomolibdenska kislina. Le ta se reducira s hidrazin 
sulfatom ter nastane raztopina modre barve. [5] 
Pri drugi metodi lahko dodamo amonijev reagent in 1-amino-2-naftol-4-sulfonsko 
kislino. Po 10 minutah lahko izmerimo absorbanco. [5] 
 nefelometrično- zmešamo raztopini A (molibdenov trioksid v 5 M žveplovi kislini) 
in B (strihnin sulfat v deionizirani vodi). Vzorcu dodamo reagent molibdenovega 
strihnina, kjer nastane bela oborina. Količino fosforja določimo iz umeritvene 
krivulje. [5] 
 instrumentalnimi metodami- npr. z induktivno sklopljeno plazmo (ICP), plazmo 
enosmernega toka (DCP), atomsko emisijsko spektrometrijo (AES), masno 
spektrometrijo z izvorom isker (SSMS), tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti (HPLC), rentgensko fluorescenco (XRF) ipd. [5] 
 
Vzorce živil, kot so: zelenjava, sadje, pekovski izdelki, moka, pecilni prašek in druga 
živila je potrebno za določanje fosfatov najprej žariti v žarilni peči pri 550 °C, da 
odstranimo organske snovi. Pri tem moramo paziti, da nam vzorec ne zagori ter 
posledično pride do izgube mase vzorca. Nato pa sledi določanje fosfatov v pepelu, ki 
ga raztopimo s pomočjo kisline. [11] 
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3.3 Osnove spektroskopske analize 
 
Spektroskopske metode temeljijo na merjenju interakcij med elektromagnetnim 
valovanjem in kemijskimi snovmi v vzorcu (analitu). Pri svetlobi lahko govorimo o 
njeni dvojni naravi, in sicer o korpuskularni in valovni naravi svetlobe. Gre za 
medsebojno delovanje svetlobe in analita, kar si lahko razlagamo s pomočjo valovanja 
(lom, uklon, odboj, sipanje). Korpuskularno naravo svetlobe opišemo kot tok delcev z 
določenim energijskim tokom fotonov, valovno naravo svetlobe pa opišemo kot 
elektromagnetno valovanje. [12,13]  
Spektroskopske analizne metode lahko razvrstimo glede na: [13] 
 vrsto interakcij: emisijska, absorpcijska in fluorescenčna spektroskopija, 
  vrsto analita: molekulska in atomska spektroskopija, 
 valovno dolžino in s tem tudi energijo fotona elektromagnetnega valovanja. 
Glede na vrsto analita spektroskopske metode delimo na: atomsko spektroskopijo 
(atomska emisijska spektroskopija (AES), atomska absorpcijska spektroskopija 
(AAS),..), molekulsko spektroskopijo (VIS spektroskopija-v vidnem delu spektra sta 
kolorimetrija ali fotometrija, UV spektroskopija) in druge spektroskopske metode. [13]                                         
Elektroni v atomih in molekulah zavzemajo različne energijske nivoje: osnovne ali 
vzbujene. Večji del elektronov se nahaja v osnovnih energijskih nivojih z nižjo energijo, 
saj je ta nivo najbolj stabilen. Z absorpcijo energije lahko elektroni preidejo na vzbujene 
energijske nivoje z višjo energijo. Potrebno energijo dobijo od fotonov svetlobe 
(absorpcija svetlobe oz. absorpcijski spekter), zaradi segrevanja (termično vzbujanje) 
ipd. Ko so elektroni na višjih energijskih nivojih niso stabilni, zato težijo k vrnitvi na 
osnovni nivo, pri tem pa morajo višek energije oddati. To pogosto naredijo z oddajo 
fotonov elektromagnetnega valovanja. Govorimo o emisiji svetlobe, kar je prikazano na 
sliki 2. [14] 
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Slika 2: Prikaz absorpcije in emisije svetlobe v atomu 
Pri spektroskopskih metodah govorimo tudi o emisijskem, fluorescenčnem in 
fosforescenčnem spektru. Emisijski spekter dobimo, kadar dovajamo energijo s 
termičnim vzbujanjem, snovi pa oddajajo elektromagnetno valovanje. Medtem ko pri 
vzbujanju z absorpcijo elektromagnetnega valovanja in emisiji elektromagnetnega 
valovanja pa je rezultat fluorescenčni spekter (takojšnja emisija) ali fosforescenčni 
spekter (emisija svetlobe z zakasnitvijo). [12] 
Kadar gledamo na svetlobo kot na curek delcev, govorimo o fotonih- korpuskularna 
narava svetlobe. Energijo fotonov podaja izraz v naslednji enačbi: [14] 
E= h * ѵ, 
kjer so: E= energija elektromagnetnega valovanja [J], h= Planckova konstanta 
[6,626*10-34 Js] in ѵ= frekvenca elektromagnetnega valovanja svetlobe [Hz = s-1]. 
Kadar pa na svetlobo gledamo kot na valovanje, govorimo o frekvenci valovanja- 
valovna narava svetlobe, kar podaja naslednja enačba: [14] 
c= ѵ * λ, 
kjer sta: c= hitrost svetlobe [3*108 m/s] in λ= valovna dolžina [m, nm]. 
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Velja: Višja kot je valovna dolžina nižja je frekvenca in s tem tudi nižja energija 
elektromagnetnega valovanja. [14] 
Pri spektroskopskih metodah se uporablja elektromagnetno valovanje od energijsko 
najbogatejših X- gama žarkov (λ= 10-9-10-12 m) do radijskih valov (λ= 1 m-1 km). 
Celotno območje elektromagnetnega valovanja imenujemo spekter elektromagnetnega 
valovanja, ki je prikazan na sliki 3. [13] 
 
 
Slika 3: Spekter elektromagnetnega valovanja 
Gleda na valovno dolžino in s tem tudi energijo fotona elektromagnetnega valovanja 
ločimo atomsko emisijsko (AES) in absorpcijsko spektroskopijo (AAS) ter molekulsko 
absorpcijsko (MAS) ali UV/VIS spektroskopijo. [14, 15]  
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3.4 Spektrofotometrična metoda za določanje fosfatov 
3.4.1 Molekulska absorpcijska spektroskopija (MAS) 
Osnova spektroskopskih tehnik je prehod sistema med osnovnim in vzbujenim stanjem. 
Spektrofotometrija, kolorimetrija in fotometrija so metode, ki jih uvrščamo med 
molekulsko absorpcijsko spektroskopijo (MAS). Molekulska absorpcijska 
spektroskopija je kvantitativna analitska metoda, ki temelji na merjenju količine 
absorbirane svetlobe pri prehodu skozi raztopino vzorca. Za vzbujanje uporabimo 
monokromatsko svetlobo v ultravijoličnem ali vidnem območju. Pri molekulah, ki jih 
vzbujamo, se spremeni elektronsko stanje-molekula absorbira fotone in preide v 
vzbujeno stanje. [16,17]  
Kadar skozi raztopino nekega analita posvetimo s svetlobo različnih valovnih dolžin ter 
merimo količino zmanjšanja intenzitete svetlobe posameznih valovnih dolžin, ki 
prehajajo skozi raztopino, lahko za ta analit izrišemo absorpcijski spekter (slika 4). 
Absorpcijski spekter nekega analita prikazuje odvisnost absorbance ali transmitance od 
valovne dolžine svetlobe. Iz izrisane krivulje lahko vidimo, kako intenzivno analit 
absorbira  svetlobo v različnih predelih spektra ter pri kateri valovni dolžini najmočneje 
absorbira svetlobo. Točko, pri kateri analit najmočneje absorbira svetlobo, imenujemo 
absorpcijski maksimum ali maksimum absorpcije, pripadajočo valovno dolžino pa 
označimo z λmax. [18] 
 
Slika 4: Absorpcijski spekter 
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Pri MAS velja Beer-Lambertov zakon. Del svetlobe izbrane valovne dolžine z 
intenziteto I0, ki potuje skozi vzorec, se absorbira, prepuščena svetloba intenzitete I pa 
pride do detektorja. Po zakonu velja, da je absorbanca (A) linearno sorazmerna 
koncentraciji snovi, ki absorbira svetlobo. [17] 
A= -log 
𝐼
𝐼₀
 = -log T= ԑ * l * c 
kjer so: A= absorbanca, I= intenziteta svetlobe za kiveto, I0= intenziteta svetlobe pred 
kiveto, T= prepustnost ali transmitanca [vrednost 0-1 oz. 0-100 %], ԑ= molarni 
absorpcijski koeficient [L mol-1 cm-1], l= dolžina optične poti skozi kiveto [cm] in        
c= koncentracija snovi, ki absorbira svetlobo [M]. 
MAS je relativna tehnika, zato koncentracijo analita določimo posredno z metodo 
umeritvene premice ali standardnega dodatka. [17] 
Molekulska spektroskopija  je uporabna za: [13] 
 direktne določitve analitov, ki so obarvani ali absorbirajo v UV območju 
spektra, 
 indirektne določitve analitov- anorganskih ali organskih, ki tvorijo obarvane 
koordinacijske spojine, 
 spektrofotometrične titracije- indikacija ekvivalentne točke (ET) z uporabo 
indikatorja, 
 študij kinetike reakcij, stabilnost, sinteze… 
Metoda je enostavna in hitra, vendar slabo selektivna ter zato neprimerna za vzorce, kjer 
nastajajo razpadni produkti, ki imajo podobne lastnosti kot analit. [19] V raztopini so 
lahko poleg preiskovanega analita tudi druge komponente, ki motijo analize. Te motnje 
je potrebno odstraniti, maskirati ali zmanjšati njihov vpliv (npr. s tvorbo stabilnih 
kompleksnih spojin, ki ne absorbirajo svetlobe pri izbrani λ). [14] 
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3.4.2 Spektrofotometer 
Naprava, ki se uporablja v spektrofotometriji se imenuje spektrofotometer. Glavni 
sestavni deli spektrofotometra UV/VIS so izvor svetlobe, monokromator, merilna celica 
(kiveta) in detektor. Spektrofotometri UV/VIS delujejo v merilnem območju valovne 
dolžine λ= 200-800 nm, zato uporabljajo kot vir svetlobe dve žarnici. Prva je 
devterijeva žarnica za UV območje ( λ= 200-350 nm) ter druga volfram-halogenska 
žarnica za vidno območje ( λ= 350-800 nm). [15] 
 
Slika 5: Shema sestavnih delov spektrofotometra [16] 
Viri svetlobe zaradi velikega števila vibracijskih in rotacijskih nivojev sevajo zvezni 
spekter, medtem ko prepustnost svetlobe merimo pri neki izbrani valovni dolžini. 
Merimo po navadi tam, kjer analit maksimalno absorbira svetlobo (absorpcijski 
maksimum λmax) oz. kjer se absorpcija svetlobe pri majhnih spremembah valovne 
dolžine minimalno spreminja. [13, 14] 
Osrednji del spektrofotometra je monokromator, s katerim izberemo ustrezno valovno 
dolžino. Sestavljen je iz vhodne reže, uklonske mrežice ali optične prizme ter izstopne 
reže. Vhodna reža ustvarja ozek snop bele svetlobe iz svetlobnega vira v barvni spekter, 
ki pada na uklonsko mrežico, medtem ko izstopna reža prepusti svetlobo izbrane 
valovne dolžine. Za izbrane valovne dolžine izmerimo intenziteto prepuščene svetlobe 
in tako dobimo absorpcijski spekter vzorca. Svetloba ustrezne valovne dolžine z 
intenziteto I0 nato potuje skozi kiveto z vzorcem. [15]  
Del svetlobe se pri prehodu skozi vzorec absorbira, delež prepuščene svetlobe pa zazna 
detektor, ki izmeri njeno intenziteto I. Le ta pretvori svetlobni signal v električni tok ali 
napetost. [15]                                           
vir svetlobe 
monokromator kiveta 
vzorec 
fotodioda izpis zaslonka 
ojačevalnik 
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3.4.3 Lastnosti spektrofotometra  
Najpomembnejše lastnosti spektrofotometra so spektralna ločljivost, velika občutljivost, 
linearnost, selektivnost, točnost, široka in enostavna uporaba, robustnost, prenosljivost, 
enostavno vzdrževanje in cenovna ugodnost naprave. [20] 
Zelo pomembna karakteristika spektrofotometra je njegova občutljivost. Odvisna je od 
dveh dejavnikov: svetlobnega vira in vrste detektorja, ki sta glavna izvora šuma. Kadar 
svetlobni vir oddaja časovno neenakomerno intenziteto svetlobe, govorimo o prvem 
izvoru šuma. Ta pride do izraza pri merjenju nizkih koncentracij, ki se izražajo v 
majhnih razlikah med vpadnim in prepuščenim svetlobnim tokom. Drugi izvor šuma pa 
izvira iz detektorja in elektronskih delov. [15] 
Vplive šuma lahko zmanjšamo: [15] 
 s pravilnim načrtovanjem zgradbe aparature, 
 z redčenjem raztopin, 
 z uporabo kivet različnih optičnih poti, 
 s spreminjanjem širine reže, 
 s časom merjenja itd. 
Pri izbiri detektorja moramo biti pazljivi, da je dovolj občutljiv, imeti mora čim manjši 
šum ter linearni odziv v širokem koncentracijskem območju. [15] 
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3.5 Vrednotenje analiznih metod 
 Linearnost 
Pri analiznih metodah z linearnostjo ugotovimo, če so merjeni signali v določenem 
koncentracijskem območju sorazmerni koncentraciji analizirane snovi v vzorcih. [19] 
Linearnost preverimo z risanjem umeritvene premice, ki podaja odvisnost koncentracije 
od merjene količine. Metoda je linearna, če je vrednost kvadrata korelacijskega 
koeficienta premice 0.99 ali več. Pred analizo vzorcev sem opravila meritve šestih 
različnih koncentracij standardnih raztopin. 
 
 Pravilnost oz. točnost 
S tem parametrom ugotovimo, kako se izmerjena vrednost ujema s privzeto vrednostjo. 
Točnost meritev se odraža na razliki med izmerjenim povprečjem in dejansko 
vrednostjo. Večja kot je razlika, manjša je točnost. Točnost v veliko primerih 
povezujemo z neznanimi napakami pri meritvah, s slabo pripravljenimi standardnimi 
raztopinami in s pojavi, ki vplivajo na meritve brez naše vednosti. [19] 
 
 Ponovljivost 
Ponovljivost analizne metode je definirana kot ujemanje rezultatov ponavljajočih 
meritev pri enakih pogojih. [19] Izračunati moramo povprečne vrednosti odzivov 
detektorja in standardne odklone. Standardni odklon je odmik rezultatov od aritmetične 
sredine zaradi slučajnih napak. Je najpomembnejši parameter za natančnost metode ter 
osnova za izračun drugih statističnih parametrov. Njegova pomanjkljivost je, da nam ne 
pokaže kako se ?̅? razlikuje od μ (resnične aritmetične sredine). [17] 
S pomočjo standardnega odklona lahko izračunamo RSD. RSD je statistični parameter, 
ki prikazuje razpršenost statistične enote okoli aritmetične sredine statistične populacije. 
Izražen je v odstotkih glede na povprečno vrednost meritev. [17] 
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s=   √
∑ (xᵢ−x̅ )²ni=1
n−1
 
RSD= 
s
x̅ 
 *100% 
s… standardni odklon za končno število meritev 
xi… posamezna meritev 
?̅?… aritmetična sredina meritev 
n… število meritev 
RSD… relativni standardni odklon 
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4 Eksperimentalni del 
4.1 Reagenti in topila  
Pri analizah sem uporabila reagente definirane kakovosti in sicer: 
 5 % triklorocetna kislina (CCl3COOH): Merck; M=163,39g/mol;                   
CAS št.: 76-03-9, 
 natrijev hidrogensulfit (NaHSO3): Fluka AG;  M= 104,06g/mol;                    
CAS št.7631-90-5, 
 natrijev sulfit (Na2SO3): Merck KGaA; M=126,04g/mol; CAS št.: 7757-83-7, 
 1-amino-2-hidroksi-4-naftalensulfonska kislina (C10H8NO4S): Merck KGaA; 
M=239,24g/mol; CAS št.: 116-63-2, 
 amonijev molibdat (H24Mo7N6O24 * 4H2O): Fluka; M=1236g/mol;                
CAS št.:12054 -85-2, 
 amonijev vanadat (V) (NH4VO3): Merck KGaA; M=116,98g/mol;  
CAS št.:7803-55-6, 
 kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4): Kemika; Zagreb; M=136,09g/mol;         
CAS št.:7778-77-0, 
 klorovodikova kislina (HCl): Gram-mol d.o.o.; M=36,46g/mol;  
CAS št.:7647-01-0. 
4.2 Aparature in inventar 
Instrumenti in inventar, s katerim sem izvajala analize:  
 stekleni inventar (čaše, merilne bučke, palčke za mešanje, liji, merilni valji, 
ladjice za tehtanje, centrifugirke), 
 merilne, polnilne in avtomatske pipete, 
 kiveta,  
 Couvterjeve posodice, 
 žarilni lončki, 
 filter papir (bel in črn). 
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Vsa uporabljena steklovina je bila A kvalitete.  
Poleg naštetih pripomočkov in inventarja sem za analizo uporabila tudi naslednje 
instrumente: 
 UV/VIS spektrometer (PERKIN ELMER LAMBDA M:EZ201), 
 analitsko tehtnico (SARTORIUS), 
 žarilno peč (AURODENT-zlatarna Celje), 
 hladilnik in eksikator za shranjevanje vzorcev, 
 centrifugo,  
 grelno ploščo. 
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4.3 Vzorci 
Analizirala sem komercialno dostopne vzorce z različno vsebnostjo fosfatov in sicer: 
4.3.1 Mleko 
V mleku se nahajata dve skupini mineralov in sicer makroelementi in mikroelementi, ki 
so pomembni za delovanje človeškega telesa,zdravje kosti in zob... Med makroelemente 
spada fosfor.  
Za analizo sem si izbrala vzorce mleka treh različnih proizvajalcev in sicer: Alpsko 
mleko, mleko Pomurskih mlekarn in mleko blagovne znamke Mercator. Za vsako 
mleko sem pripravila 3 vzorce, s katerimi sem preverila ponovljivost rezultatov. 
 
                          
Slika 6: Vzorci analiziranega mleka 
Za mleko sem na spletni strani našla podatke o maksimalni vrednosti fosfatov v mleku 
ter kateri aditivi se lahko uporabljajo. Sterilizirano in trajno mleko lahko vsebuje 
aditive: E 338-341, E 343, E 450-452, to so fosforjeva kislina in di-tri-polifosfati. 
Maksimalna vsebnost fosfatov je podana kot P2O5 in znaša 1000 mg/L. [21]  
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4.3.2 Jabolčni sok 
Jabolčni sokovi so bili svetlo rumene barve in niso vsebovali trdnih delcev.  
Vsebnost fosfatov sem preverila v vzorcih sokov treh različnih proizvajalcev in sicer: 
Fructal, Rauch in jabolčni sok blagovne znamke Mercator. Za vsak vzorec sem si 
pripravila tri paralelke, s katerimi sem preverila ponovljivost rezultatov.   
                                                           
Slika 7: Vzorci analiziranih jabolčnih sokov 
Podatke za deklarirane maksimalne dovoljene vrednosti fosfatov v aromatiziranih 
pijačah sem pridobila s pomočjo NIJZ, ki so mi posredovali te podatke. Aromatizirane 
pijače lahko vsebujejo aditive: E 338-341, E 343, E 450-452, to so fosforjeva kislina za 
uravnavanje kislosti in di-tri-polifosfati. Maksimalna vrednost fosfatov je podana kot 
P2O5, saj je določena z gravimetrično metodo in znaša 700 mg/L. [21] 
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4.3.3 Pecilni prašek 
V pecilnih praških fosfati ne igrajo vloge aditivov, ampak jih dodajajo kot sestavine 
(npr. mono-kalcijev fosfat), ki omogočajo vzhajanje testa. Iz tega razloga tudi ne morejo 
določiti najvišjih dovoljenih koncentracij fosfatov, ampak to določi vsak proizvajalec 
posebej.  
Za analizo sem uporabila vzorce pecilnih praškov treh različnih proizvajalcev in sicer: 
Podravka, Regina in pecilni prašek blagovne znamke Mercator. Za vsak pecilni prašek 
sem si pripravila 3 vzorce in z njimi preverila ponovljivost rezultatov.  
                                                        
Slika 8: Vzorci analiziranih pecilnih praškov 
4.3.4 Moka 
Moka je žito zmleto v prah in je že stoletja nepogrešljiva sestavina v prehrani.  
Pri študiji vsebnosti fosfatov v moki sem analizirala tri vzorce moke in sicer: ajdovo, 
pšenično polnozrnato in pšenično belo moko. Za vsako moko sem pripravila tri vzorce, 
s katerimi sem preverila ponovljivost rezultatov.  
 
                                                         
Slika 9: Vzorci analizirane moke 
S pomočjo NIJZ sem za moko pridobila podatek za deklarirano maksimalno vsebnost 
fosfatov, ki je podan kot P2O5 in znaša 2500 mg/kg V moki so lahko prisotni aditivi:      
E 338-341, E 343, E 450-452, to so fosforjeva kislina in di-tri-polifosfati. [21]   
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4.4 Spektrofotometrična določitev fosfatov 
4.4.1 Priprava reagentov 
 Vanadij molibdenova kislina (rumene barve, obstojna je 2 leti):  
Raztopina A: 25 g amonijevega molibdata raztopimo v 400 ml deionizirane vode. 
Raztopina B: Segrejemo 300 ml deionizirane vode, v kateri raztopimo 1,25 g 
NH4VO3. Raztopino nato ohladimo, dodamo 330 ml koncentrirane HCl ter ponovno 
ohladimo. 
Nato raztopino A vlijemo v raztopino B in dobro premešamo.  
 
 Osnovna standardna raztopina fosfatov (50 μgP/ml):  
V čašo zatehtamo 219,5 mg KH2PO4 ter s pomočjo lija vsebino kvantitativno 
prenesemo v 1 L bučko. Bučko napolnimo do oznake z deionizirano vodo ter jo 
premešamo.  
 
 5 % triklorocetna kislina (brezbarvna raztopina, dolgo obstojna):  
V čašo zatehtamo 25 g triklorocetne kisline, ki ji dodamo 500 ml deionizirane vode. 
Raztopino mešamo s stekleno palčko, dokler ni vsa kislina raztopljena. 
 
 Aminonaftolsulfonska kislina (suspenzija roza barve, občutljiva na svetlobo, vedno 
je potrebno pripraviti svežo):  
V 100 ml bučko kvantitativno prenesemo 15 g NaHSO3 in 500 mg Na2SO3. Bučko 
razredčimo z deionizirano vodo do volumna 90 ml. Nato v bučko s pomočjo ladjice 
kvantitativno prenesemo 250 mg 1-amino-2-hidroksi-4-naftalensulfonske kisline, 
razredčimo do oznake ter raztopino dobro premešamo. V bučki nastane suspenzija 
roza barve, ki jo filtriramo skozi bel filter papir v temno steklenico.  
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4.4.2 Priprava standardnih raztopin fosfatov 
Pripravila sem si osnovno standardno raztopino fosfatov (50 μgP/ml), ki sem jo 
uporabila za pripravo vseh umeritvenih premic. Za umeritveno premico sem si 
pripravila standardne raztopine fosfatov s koncentracijami 0, 1.5, 2.5, 5, 7.5, 10 μgP/ml 
ter tri raztopine fosfatov s koncentracijami 1, 4, 8 μgP/ml s katerimi sem preverila 
natančnost in ponovljivost metode. Standardne raztopine fosfatov sem pripravila tako, 
da sem v 6 10 ml bučk odpipetirala 0, 0.3, 0.5, 1, 1.5, in 2 ml osnovne standardne 
raztopine fosfatov (50 μgP/ml). V vsako bučko sem odpipetirala 5 ml 5 % triklorocetne 
kisline, 1 ml vanadij molibdenove kisline ter 0.4 ml aminonaftolsulfonske kisline. 
Bučke sem nato napolnila do oznake z deionizirano vodo, jih dobro premešala ter 
pustila stati 25 minut, da se je razvila modra barva. Po 25 minutah sem s pomočjo 
UV/VIS spektrometra pomerila absorbance pri valovni dolžini 690 nm. Pričela sem z 
meritvijo raztopin z najmanjšo koncentracijo fosfatov in nadaljevala z naraščajočo 
koncentracijo standardnih raztopin fosfatov. Sledila je meritev absorbance raztopinam s 
koncentracijami 1,4,8 μgP/ml. [22] 
Da zagotovimo natančnost meritev in se izognemo nezaželenim napakam, je potrebno 
standardne raztopine fosfatov pripraviti in izmeriti istočasno kot raztopine vzorcev. Zato 
sem vsak dan skonstruirala novo umeritveno premico s svežo pripravljeno raztopino 
standardov.  
 
 
Slika 10: Standardne raztopine fosfatov 
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4.4.3 Priprava vzorcev 
a) Mleko 
V centrifugirko sem odpipetirala 0.5 ml mleka, dodala 9.5 ml 5 % triklorocetne kisline, 
premešala ter nato centrifugirala 10 minut pri 3000 obratih/min. Nato sem raztopino 
prefiltrirala skozi črn filter papir v Couvterjevo posodico. To sem naredila zato, da sem 
odstranila majhne, plavajoče delce ter na koncu dobila bistro raztopino. Po filtriranju 
raztopine sem prenesla 5 ml supernatanta v čisto centrifugirko, dodala 1 ml vanadij 
molibdenove kisline in 0.4 ml aminonaftolsulfonske kisline. Raztopino sem dobro 
premešala. Potem sem raztopino 20x razredčila, zato sem odpipetirala 0.5 ml raztopine 
v 10 ml bučko, jo napolnila do oznake z deionizirano vodo in dobro premešala. Vsebino 
bučke sem pustila stati 25 minut, nato pa sem izmerila absorbanco pri 690 nm.  
 
b) Jabolčni sok 
Pri analizi jabolčnega soka sem v centrifugirko odpipetirala 0.5 ml vzorca in dodala   
9.5 ml 5 % triklorocetne kisline. Vsebino sem pretresla, ter nato še dobro premešala s 
pomočjo centrifugirke 10 minut pri 3000 obratih/min. Po 10 minutah sem prenesla 5 ml 
supernatanta v čisto centrifugirko, dodala 1 ml vanadij molibdenove kisline ter 0.4 ml 
aminonaftolsulfonske kisline. Centrifugirko sem dobro premešala, ter jo pustila stati 25 
minut, da se je razvila modra barva. Nato sem pomerila absorbance pri valovni dolžini 
690 nm. 
 
c) Pecilni prašek  
Fosfate sem določala iz pepela, ki je anorganski ostanek po sežigu organskih snovi.  
V žarilni lonček sem zatehtala 1 g vzorca pecilnega praška in ga približno 1 minuto 
žarila nad gorilnikom. Paziti sem morala, da mi vzorec ni zagorel. Nato sem žarilni 
lonček postavila v žarilno peč za 45 minut na temperaturo 550 °C, da je nastal pepel 
svetlo sive barve.  Po sežigu sem žarilni lonček ohladila v eksikatorju ter ga stehtala. 
Pepel sem nato raztopila z dodatkom 5 ml 1:1 HCl. Vsebino žarilnega lončka sem 
prenesla v 100 ml čašo ter lonček kvantitativno izpirala z deionizirano vodo. Volumen 
raztopine ni smel preseči 40 ml. Čašo sem nato segrevala na grelni plošči 10 minut, jo 
ohladila ter raztopino prefiltrirala skozi bel filter papir v 200 ml bučko. Bučko sem nato 
napolnila do oznake z deionizirano vodo ter jo dobro premešala. [11] 
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Za spektrofotometrično določitev fosfatov sem iz 200 ml bučke odpipetirala 1 ml 
vzorca v 100 ml bučko. Sledil je enak postopek kot pri pripravi standardnih raztopin 
fosfatov.  
d) Moka  
Fosfate sem določala iz pepela, ki je anorganski ostanek po sežigu organskih snovi.  
V žarilni lonček sem zatehtala 1 g vzorca pecilnega praška in ga postavila v žarilno peč 
za 45 minut na temperaturo 550 °C, da je nastal pepel svetlo sive barve.  Po sežigu sem 
žarilni lonček hladila v eksikatorju ter ga stehtala. Pepel sem nato raztopila z dodatkom 
1 ml 1:1 HCl. Vsebino žarilnega lončka sem prenesla v 100 ml čašo ter lonček 
kvantitativno izpirala z deionizirano vodo. Volumen raztopine ni smel preseči 40 ml. 
Čašo sem nato segrevala na grelni plošči 10 minut, jo ohladila ter raztopino prefiltrirala 
skozi bel filter papir v 50 ml bučko. Bučko sem nato napolnila do oznake z deionizirano 
vodo ter jo dobro premešala.  
Za analizo fosfatov sem iz 50 ml bučke odpipetirala 1 ml vzorca v 10 ml bučko. Sledil 
je enak postopek kot pri pripravi standardnih raztopin fosfatov. 
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5 Rezultati in razprava 
5.1 Absorpcijski spekter 
 
Za standardno raztopino fosfatov s koncentracijo 2.5 µgP/ml sem posnela absorpcijski 
spekter proti slepi probi. Absorpcijski spekter (slika 11) prikazuje odvisnost absorbance 
od valovne dolžine svetlobe. Kot absorpcijski maksimum sem odčitala vrednost 690nm 
in pri tej valovni dolžini tudi pomerila absorbance standardov in vzorcev. 
 
Slika 11: Absorpcijski spekter 
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5.2 Vzorci 
Izbrani vzorci: mleko, jabolčni sok, pecilni prašek in moka vsebujejo nizke 
koncentracije fosfatov, katere sem podajala v enotah μg/ml. Zaradi nizkih koncentracij 
fosfatov v vzorcih ter posledično zagotavljanja natančnosti meritev in preprečevanja 
napak sem za meddnevne ponovitve vzorcev vsak dan pripravila nove standardne 
raztopine fosfatov. Vedno sem preverila tudi ponovljivost uporabljene metode, zato sem 
si pripravila 3 raztopine s koncentracijami znotraj umeritvene premice. Vsaki raztopini 
sem absorbanco pomerila 3x. Iz dobljenih meritev sem izrisala umeritvene premice ter 
iz dobljenih enačb premic izračunala koncentracije. Za zatehtane vzorce sem izračunala 
tudi masne deleže.  
Pri vseh vzorcih sem preverjala dnevno in meddnevno ponovljivost meritev, zato sem 
poskuse opravljala v različnih dneh. 
5.2.1 Mleko 
Graf 1 prikazuje umeritveno premico s pripadajočo enačbo premice za meritve 
opravljene 9.1.2019. Na abscisno os sem nanašala masne koncentracije standardnih 
raztopin fosfatov v µgP/ml, na ordinatno os pa vrednosti absorbanc.  
 
Graf 1: Umeritvena premica za 9.1.2019  
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Iz Grafa 1 je razvidno, da je metoda v koncentracijskemu območju od najnižje vrednosti  
do 10 µgP/ml linearna, saj je vrednost kvadrata korelacijskega koeficienta premice R2 
večja od 0.99.  
Tabela 1: Enačbi umeritvene premice za 9.1.2019 in 17.1.2019 
Datum Enačba premice R2 
 
9.1.2019 
 
y=0,0915x+0,0178 
 
0,9984 
 
17.1.2019 
 
y=0,0758x+0,0151 
 
0,9987 
 
S pomočjo enačbe umeritvene premice sem izračunala vrednosti fosfatov v vzorcih.  
 
Tabela 2: Rezultati  vzorcev mleka za 9.1.2019 in 17.1.2019 
Datum Vzorec 𝛄𝐏[µgP/ml] RSD [%] 𝐦𝐏[µg] 𝒎𝑷𝑶𝟒𝟑−
 [µg] 
 
9.1.2019 
Alpsko mleko 24,1 1,7 240,8 737,9 
mleko Pomurskih 
mlekarn 
27,1 2,9 270,8 829,9 
mleko Mercator 25,5 4,7 254,8 780,8 
 
17.1.2019 
Alpsko mleko 20,0 7,5 200,2 613,5 
mleko Pomurskih 
mlekarn 
25,0 1,0 250,4 767,4 
mleko Mercator 22,7 7,5 226,6 694,6 
 
Za vsak vzorec mleka sem pripravila tri paralelke in vsako sem pomerila 3x.  
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Graf 2: Povprečne koncentracije PO4
3- v paralelkah vzorcev mleka za 9.1.2019 in 
17.1.2019 
Na Grafu 2 sem prikazala povprečne vrednosti fosfatov v paralelkah vzorcev mleka ter 
dodala intervale napake, ki predstavljajo standardne odklone za posamezen dan.  
Na podlagi Tabele 2 in Grafa 2 lahko opazimo, da je dnevna ponovljivost meritev pri 
vzorcih mleka dobra, saj so pri večini vzorcev relativni standardni odkloni manjši od     
5 %. Izstopata vzorca Alpskega mleka in mleka Mercator, merjena 17.1.2019, saj sta 
relativna standardna odklona okoli 7 %.   
Meddnevne povprečne vrednosti fosfatov v vzorcih mleka in standardni odkloni so: 
Alpsko mleko: (22 ± 3) μgP/ml 
Mleko Pomurskih mlekarn: (26 ± 1) μgP/ml 
Mleko Mercator: (24 ± 2) μgP/ml  
Relativni standardni odkloni pri meddnevni ponovljivosti meritev so višji od dnevnih 
ponovljivosti meritev, ampak še vedno ne presegajo 14 %.  
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Za preverjanje ponovljivosti izbrane metode sem si pripravila raztopine s 
koncentracijami 1, 4, 8 µgP/ml, ki sem jih pomerila 3x. Podatki povprečnih koncentracij 
raztopin, standardni odkloni in relativni standardni odkloni za oba dneva so podani v 
Tabeli 3.  
Tabela 3: Rezultati raztopin s koncentracijami 1,4,8 μgP/ml za 9.1.2019 in 17.1.2019 
Datum 𝛄𝐩𝐫𝐚𝐤𝐭𝐢č𝐧𝐚[µgP/ml] ?̅? 𝐭𝐞𝐨𝐫𝐞𝐭𝐢č𝐧𝐚[μgP/ml] ?̅? 𝐭𝐞𝐨𝐫. ± s [μgP/ml] RSD [%] 
 
9.1.2019 
1 1,02 1,02±0,01 0,98 
4 4,39 4,39±0,02 0,46 
8 8,69 8,69±0,03 0,35 
 
17.1.2019 
1 1,04 1,04±0,01 0,96 
4 4,52 4,52±0,03 0,66 
8 8,56 8,56±0,12 1,40 
 
Glede na rezultate v Tabeli 3 lahko sklepam, da je ponovljivost izbrane metode dobra, 
saj vrednosti relativnih standardnih odklonov od umeritvene premice ne presegajo 2 %. 
5.2.2 Jabolčni sok 
Tabela 4: Enačbi umeritvene premice za 15.1.2019 in 17.1.2019 
Datum Enačba premice R2 
 
15.1.2019 
 
y=0,1029x+0,0224 
 
0,9927 
 
17.1.2019 
 
y=0,0758x+0,0151 
 
0,9987 
 
S pomočjo enačbe umeritvene premice sem izračunala vrednosti fosfatov v vzorcih.  
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Tabela 5: Rezultati vzorcev jabolčnih sokov za 15.1.2019 in 17.1.2019 
Datum Vzorec 𝛄𝐏  [µgP/ml] RSD [%] 𝐦𝐏[µg] 𝒎𝑷𝑶𝟒𝟑−
 [µg] 
 
15.1.2019 
Fructal 1,17 5,51 7,50 22,99 
Rauch 2,61 1,92 16,71 51,20 
sok 
Mercator 
1,33 2,60 8,51 26,09 
 
17.1.2019 
Fructal 1,49 4,27 9,54 29,22 
Rauch 3,30 3,92 21,10 64,66 
sok 
Mercator 
1,67 1,94 10,71 32,83 
 
Za vsak vzorec jabolčnega soka sem pripravila tri paralelke in vsako sem pomerila 3x.  
 
Graf 3: Povprečne koncentracije PO4
3- v paralelkah vzorcev jabolčnih sokov za 
15.1.2019 in 17.1.2019. 
Graf 3 prikazuje povprečne koncentracije PO4
3- v paralelkah vzorcev jabolčnih sokov 
ter dodala sem intervale napake, ki predstavljajo standardne odklone za posamezen dan. 
Iz Tabele 5 lahko sklepam, da so dnevne ponovljivosti meritev dobre, saj vrednosti 
relativnih standardnih odklonov ne presegajo 6 %.  
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Meddnevne povprečne vrednosti fosfatov v vzorcih jabolčnih sokov in standardni 
odkloni so: 
Fructal: (1,3±0,2) μgP/ml 
Rauch: (2,9±0,5) μgP/ml 
Mercator: (1,5±0,2) μgP/ml 
Relativni standardni odkloni pri meddnevni ponovljivosti meritev so precej visoki.   
5.2.3 Pecilni prašek 
Tabela 6: Enačbi umeritvene premice za 24.1.2019 in 29.1.2019 
Datum Enačba premice R2 
 
24.1.2019 
 
y=0,0879x+0,0023 
 
0,9989 
 
29.1.2019 
 
y=0,0921x+0,0122 
 
0,9983 
 
S pomočjo enačbe umeritvene premice sem izračunala vrednosti fosfatov v vzorcih. 
  
Tabela 7: Rezultati vzorcev pecilnih praškov za  24.1.2019 in 29.1.2019 
Datum Vzorec 𝛄𝐏 [µgP/ml] RSD [%] 𝐦𝐏 [mg] 𝒎𝑷𝑶𝟒𝟑−
 [mg] 
 
24.1.2019 
Podravka 2,68 1,49 53,63 164,35 
Regina 2,81 1,61 56,14 172,04 
Mercator 2,85 0,93 57,04 174,81 
 
29.1.2019 
Podravka 2,18 1,38 43,60 133,61 
Regina 2,33 5,81 46,64 142,94 
Mercator 2,50 5,99 49,90 152,92 
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Vsak vzorec pecilnega praška sem žgala v treh paralelkah in vsako pripravljeno 
raztopino sem pomerila 3x.  
 
Graf 4: Povprečne koncentracije PO4
3- v paralelkah vzorcev pecilnih praškov za 
24.1.2019 in 29.1.2019 
Graf 4 prikazuje povprečne koncentracije PO4
3- v paralelkah vzorcev pecilnih praškov. 
Na graf sem dodala še intervale napake, ki predstavljajo standardne odklone za 
posamezen dan. Iz Tabele 7 in Grafa 4 lahko vidimo, da je dnevna ponovitev meritev 
dobra, saj so standardni odkloni majhni in med posameznimi vrednostmi ni večjih 
odstopanj.    
Meddnevne povprečne vrednosti fosfatov v vzorcih pecilnih praškov in standardni 
odkloni so: 
Podravka: (2,4±0,4) μgP/ml 
Regina: (2,6 ±0,3) μgP/ml 
Mercator: (2,7 ±0,3) μgP/ml 
Meddnevna ponovljivost meritev pri vzorcih pecilnih praškov je sprejemljiva, saj med 
povprečno koncentracijo za posamezen dan ter celotno povprečno koncentracijo ni 
večjih odstopanj.  
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Tabela 8: Rezultati paralelk vzorcev pecilnih praškov za 24.1.2019 in 29.1.2019 
Datum Vzorec ?̅? [%] ?̅? ± s [%] RSD [%] 
 
24.1.2019 
Podravka 16,4 16,4±0,2 1,2 
Regina 17,2 17,2±0,3 1,7 
Mercator 17,5 17,5±0,2 1,1 
 
29.1.2019 
Podravka 13,4 13,4±0,2 1,5 
Regina 14,3 14,3±0,8 5,6 
Mercator 15,3 15,3±0,9 5,9 
 
Na podlagi izračunov iz Tabele 8 lahko sklepam, da posamezen vzorec pecilnega praška 
vsebuje relativno visoke deleže fosfatov, kar lahko potrdim s podatki izračunanih mas 
fosfatov v Tabeli 7.  
5.2.4 Moka 
Tabela 9: Enačbi umeritvene premice za 7.2.2019 in 14.2.2019 
Datum Enačba premice R2 
 
7.2.2019 
 
y=0,0861x-0,0025 
 
0,9996 
 
14.2.2019 
 
y=0,0859x+0,0152 
 
0,9976 
 
S pomočjo enačbe umeritvene premice sem izračunala vrednosti fosfatov v vzorcih.  
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Tabela 10: Rezultati vzorcev moke za 7.2.2019 in 14.2.2019 
Datum Vzorec 𝛄𝐏 [µgP/ml] RSD[%] 𝐦𝐏 [mg] 𝐦𝐏𝐎𝟒𝟑−
 [mg] 
 
7.2.2019 
ajdova moka 6,73 4,5 3,37 10,33 
pšenična polnozrnata 
moka 
5,01 12,0 2,51 7,68 
pšenična bela moka 2,04 20,0 1,02 3,13 
 
14.2.2019 
ajdova moka 6,05 4,9 3,03 9,27 
pšenična polnozrnata 
moka 
4,54 11,1 2,27 6,96 
pšenična bela moka 2,15 4,5 1,08 3,31 
 
Vsak vzorec moke sem žgala v treh paralelkah in vsako pripravljeno raztopino sem 
pomerila 3x.  
 
Graf 5: Povprečne koncentracije PO4
3- v paralelkah vzorcev moke za 7.2.2019 in 
14.2.2019 
Graf 5 prikazuje povprečne koncentracije PO4
3- v paralelkah vzorcev moke. Na graf 
sem dodala še intervale napake, ki predstavljajo standardne odklone za posamezen dan. 
Na podlagi Tabele 10 in Grafa 5 lahko vidim, da je dnevna ponovljivost meritev pri 
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vzorcih moke zelo slaba, saj so relativni standardni odkloni visoki in med posameznimi 
vrednostmi  so večja odstopanja.  
Ugotovila sem, da manjša kot je koncentracija fosfatov v vzorcu slabša je dnevna in 
meddnevna ponovljivost meritev ter višji so relativni standardni odkloni. To se dobro 
vidi v Tabeli 10 za vzorec pšenične bele moke, merjene 7.2.2019, v katerem povprečna 
koncentracija fosforja znaša 2 µgP/ml, medtem ko relativni standardni odklon znaša kar 
20 %. Meddnevna ponovljivost meritev je sprejemljiva, saj vrednosti relativnih 
standardnih odklonov ne presegajo 6 %.    
Meddnevne povprečne vrednosti fosfatov v vzorcih moke in standardni odkloni so: 
Ajdova moka: (6,4±0,4) μgP/ml 
Pšenična polnozrnata moka: (4,8±0,4) μgP/ml 
Pšenična bela moka: (2,1 ± 0,1) μgP/ml 
 
Tabela 11: Rezultati paralelk vzorcev moke za 7.2.2019 in 14.2.2019 
Datum Vzorec ?̅? [%] ?̅? ± s [%] RSD [%] 
 
7.2.2019 
ajdova moka 1,03 1,03 ±0,04 3,88 
pšenična 
polnozrnata moka 
0,77 0,77±0,09 11,72 
pšenična bela moka 0,31 0,31±0,06 19,17 
 
14.2.2019 
ajdova moka 0,93 0,93±0,05 5,39 
pšenična 
polnozrnata moka 
0,70 0,70±0,08 11,43 
pšenična bela moka 0,33 0,33±0,02 6,06 
 
Na podlagi povprečnih deležev v Tabeli 11 lahko sklepam, da vzorci moke vsebujejo 
nizke koncentracije fosfatov. 
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6 Zaključek 
Namen diplomskega dela je bil eksperimentalno določiti vsebnosti fosfatov v izbranih 
vzorcih. Na podlagi predhodno pregledane literature sem se odločila za 
spektrofotometrično metodo. 
 
Zaradi nizkih koncentracij fosfatov v vzorcih ter posledično zagotavljanje natančnosti 
meritev, sem za vsako meddnevno ponovitev meritev pripravila nove umeritvene 
premice. Metoda se je izkazala za linearno v koncentracijskemu območju od najnižje 
vrednosti do 10 µgP/ml, saj so bile vrednosti kvadrata korelacijskega koeficienta 
premice R2 večje od 0.99. Ugotovila sem, da je metoda zelo dobro ponovljiva, saj 
vrednosti relativnih standardnih odklonov od umeritvene premice niso presegali 2 %.  
 
Z raziskovalnim delom sem dokazala, da je metoda molekulske absorpcijske 
spektrofotometrije primerna za določanje fosfatov v vzorcih. Metoda je enostavna, hitra 
in ne zahteva posebnih predpriprav vzorcev. 
 
Pri analizi tekočih vzorcev sem na podlagi meritev ugotovila, da je metoda primerna za 
dnevne ter zadovoljiva za meddnevne ponovljivosti meritev. Prav tako to velja tudi za 
vzorce pecilnih praškov. Razlikujejo se samo vzorci moke, pri katerih je analiza 
pokazala, da je boljša meddnevna ter slabša dnevna ponovljivost meritev.  
 
Dobljenih rezultatov analize nisem mogla primerjati s pridobljenimi deklariranimi 
vrednostmi, saj sem podatke za maksimalne vrednosti fosfatov v živilih pridobila 
podane kot P2O5. Te podatke so pridobili z gravimetrično metodo. 
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